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　　　Asign三五cant　lncrease　in　lactate　dehydrogenase（LD正｛）activity　in　sera　of　patients　with　leukemia　has
been　fエequently　observed　as　in　other　neoplast1c　diseases．　This　increased　activity　has　been　cQnsidered　to
l〕edue　to　the　liberation　of　the　enzyme　from　leukemic　leukocytes　in　the　peripheral　blood，　and　a　con－
siderable　amount　of　literature　on　LDH　isozymes　of　leukemic　leukocytes　as　demonstrated　by　various
electrophoret童cal　means　are　available．
　　　On　the　other　hand，　a　newly　developed　electrophoretic　methQd，‘‘is．oelectτic　focusing”（IEF），　has　been
applied　to　the　analysis　of　many　enzymes　and　the　resultant　i．sozymes　separated　by　IEF　are　referred　to　as
PI　isozyme．
　　　In　the　present　report，　cytochemical　studies　on　LDH　in　human　leukocytes　and　leukemic　cells　with
エeference　to　pl　isozyme　patterns　were　described，　and　further　the　LDH　pl　isozymes　we■e　isolated　by
a伍nity　chromatography　to　investigate　their　Michaelis　constants．
　　　The　results　obtained　were　as　follows．
　　　1）Serum　LDH　activities　in　non　treated　leukemia　were　clearly　higher　than　those　Qf　normal　controls，
especially　in　the　case　of　myelocytic　leukemia　and　serum　LDH　activities　appear　to　be　correlated　to　the
number　of　leukocytes　present　in　the　peripheral　blood．
　　　2）Intracellular　LDH　activities　evaluated　by　histochemica1皿ethods　were　low　in　mature　leukocytes
and　s｝iowed　a　progressive　increase　in　younger　cells．
　　　3）The　isozyme　patterns　of　leukocyte　LDH　were　characteristic　for　each　type　of　leukemia，　such　as　M
type　predominant　form　in　CML　or　H　type　predominant　form　in　CLL．　But　in　acute　leukemia，　in　both
AML　and　ALL，　a　signi五cant　increase　of　LDH　3，．　an　intermediary　isozyme，　was　observed．
　　　4）The　LDH　activities　were　clearly　de丘ned　into　a　number　of　discrete　peaks　by　i．soelectric　focusing
with　the　main　peaks　at　pl　4．2，53，6．7，9．0，　respectively．
　　　The　characteristic　pl　isozyme　pattern　in　mature　neutrophils　was　in　the　descending　order　of　pl　9．0＞
6．7＞5．3，which　resembles　those　of　CML　cells．　In　CLL　lymphocytes　the　pattern　was　clearly　di任erent
from　that　of　granulocytes　in　the　descending　order　of　pl　53＞6．7＞9．0．
　　　Whereas　in　acute　leukemia，　the皿ajor　component　of　act玉vity母ppeared　in　the　neutral　pH　region　with
aconcomitant　decrease　of　activities　in　the　alkaline　or　acidic　pH　regiQns．　These　changes　Qf　LDH　pI
isozylne　patterns　suggest　that　in　immature　cells　the　pl　isozyme　component　shifted　to　the　neutral　pI
isozyme　predominant　form　reHecting　the　coexisting　metabolic　deviation．
　　　　5）Leukocyte　LDH　was　al．most　completely　isolated　from　contaminating　proteiII　by（，xam．ate　linked
gel　a缶nity　chromatography．
　　　　The　Michaelis　constants　of　pl　isozymes　at　neutral　pH　isolated　by　this　method　were　2．Ox10－4．　M　in
AML　myelobla．st．s　and　2．5×10－4　M　in　polymorphonuclear　neutrophils．
　　　　The　above　results　clearly　indicate　that　the　use．of　isoelectric　focusing　for　the　analysis　of　leukoc｝・te
LDH　yielded　new　informations　which　may　well　be　applied　to　the　diagnosis　of　types　and　disease　states
Qf　various　leukemias，
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　　Furthermore，　correlations　found　between　pI　isozyme　patterns　and　the　dif［erentiation　stages　of　leukemic
leukocytes　suggested　tllat　the　enzyme　LDH　also　possesses　certain　feature　of　carcinoembryonic　isozyme．
緒 言
　悪性腫瘍患者血L清における乳酸脱水素酵素1actate　de－
hydrogenase（以下LDHと略す）活性が高率に上昇する
ことは，Hil11）の報告以来，既に広く知られている．白血し
病においても他の悪性腫瘍におけると同様，血清LDH活
性の上昇が高頻度に認められている2幼．白血病では腫瘍
細胞である白血病細胞が流血中に出現して，細胞内酵素の
変動が最もよく血清に反映するものと考えられ，これまで
に白血病細胞のLDH　isozymeについて，　Dioguardi5），
Yakulis6），　Woerner7）など多くの報告819）を認めるが，必
ずしも明快な結論がえられていない．それは一つには従来
の電気泳動法によるisozyme分析の方法論的限界による
ものと考えられる、
　最近Svensson，　Vesterbergら10）により開発された等
電点分画法は，その良好な分離能のゆえに各種蛋白，酵
素につき応用が試みられてきた．本法により分離された
isozymeはpl　isozymeと呼ばれ，　LDHについては
Latnerら11）がge1内等電点分画法により，通常の電気泳
動法によるよりも多数の活性帯を見出し，またWeller12）
らは各種属間の骨格筋LDHに等電点上大きな差異がある
ことを報告している．
　さらに悪1生腫瘍患者1血L清および贋帯［血血清において共通
する特有なLDH　pl　isozyme　patternがみられること
が，福田13・14＞，片［．Liら15）により報告された．
　本研究では，白血病細胞におけるLDH　pl　isozymeお
よび酵素組織化学的にみた細胞内LDH活性の変化を比較
検討し，またa缶nity　chromatography孕こより成熟好中
球，急性骨髄性白血病細胞よりLDHの分離を試み，その
pl　isozyme　pattern，酵素学的性質を対比して，白血病
細胞における酵素偏椅につき興味ある結果をえたので報告
する．
材料およひ方法
1．研究対象
　各種白血病患者すなわち急性骨髄性白血病（AML）10
例，慢性骨髄性白血病（CML）7例，急性リンパ性白血病
（ALL）2例，慢性リンパ性白血病（CLL）2例の計21例の
患者より分離した血清，白血球および末梢血，骨髄の塗沫
標本をできるだけ新鮮な状態で研究に用いた．対照として
は真性多血症1例，1血1液学的検査上異常のみとめられない
胃潰瘍4例，健康成人5例を用いた．
2．LDH活性の測定法
　後述する自動測定を除き，LDH活性はpyruvateを基
質とし1actateへの還元率をNADHの340　nmにおけ
る吸光率の減少から初速度として求めるWrobrewski，
Ladue2）法により測定した．反応は25。Cにおいて0．63　mM
pyruvateを含むphosphate　buf［er　pH　7．5の3m4に11
mM　NADH　O，05m6を加え，直ちに0．1m6の試料を加
えて混和1cmのcuvetteに移し，11；野津U－V　200分野光
度計にて340コ口における吸光度の減少速度JE／minを求
め，単位はmu／m6（国際単位）であらわした。
　蛋白濃度は島津UV　200分光光度計を使用し，280　nm
における紫外部吸収，またはFoliローLowry16）法により測
走した．
3．　白血球LDH酵素組織化学的染色法
　Rozenszajn17）らの方法にしたがい，白血球内の酵素組
織化学的染色をおこなった．
　白血病例，正常対象より採取した新鮮末梢血しおよび骨髄
の塗沫標本を，25。C，4分間，　formalin蒸気固定後，流水
にて3分間，洗浄し，乾燥した，次いで塗沫標本上に以下
の割合で調整した反応液をのせ，湿潤シャーレ内で37。C，
2時間反応させた．
　反応液組成
　　0．2MsQdium　lactate　　　　　　　　5　m6
　　1／15Mphosphate　bu丘er　pH　7．0　　　5m6
　　NAD（nicotinamide－adenine　dinucleotide）5mg
　　Nitro　blue　tetrazolium　salt　　　　　　　5mg
　反応終了後流水にて洗浄し，0．1％neutral　redにて10
分間核染色を行った．
　上記染色法で細胞内LDH活性は，暗一青色の小頼粒．また
はビマン性沈着として活性部位に出現する．染色度により
Table　1のごとく，LDH　scoreをとった．なお基質を除
いて反応させた場合にはLDH活性の染色性はみとめられ
なかった．
4．　白血球の分離
　白血球の分離はdextran法18＞に準じた．すなわち白血
病例および正常対照例の肘静脈よりheparin採血後，6％
Abbreviation　　LDH：Lactate　dehydrogenase　AML二Acute　myelogenous　Ieukemia　CML＝Chronic
　　　myelogenous　leukemia　CLL：Chronic　lymphocytic　leukemia　ALL：Acute　lymphocytic　leukemia
　　　NADH：Nicotinamide－adenine　dinucleotlde　reduced　form
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Table　1　3ビ01ゴηg＊け『ご”五DHαc”t1め1
　　　　　（L．Rozerlszajn　1967）
No　stained　granules；
1～6granules　or　diffuse　very　weak　staining＝
6～14granules　and　difluse　weak　staining：
14～30granules　and　dif〔use　staining：
More　than　30　granules　and／or　diHuse　strong
　　stalnlng：
十〇
十1
十2
十3
十4
＊　One　hundred　immature　granulocytes，100　neutro－
　philic　polymorphonuclears，　and　100　normblasts
　were　examined．　The　sum　of　the　score　of　cells
　was　counted．
dextran　salineを4：！の割合に加え混和，　silicone処理
遠沈管に移し，約60分間静置して赤血球の沈下後，毛細
管ピペットにより上清を採取，室温1，500r．p．m．7分間遠
沈して血小板を含む血漿を除去した．得られた白血球層を
0．01MPBS　pH　7．4にて洗浄後，残存赤血球をhypoto－
nic　shock（6　m6の蒸留水を加えて正確に20秒間振盈後，
3．4％NaClを2m4加えてisotonicとする）により溶血
除去した．
　溶血後800r．p．m．7分間遠沈して上清を捨て，白血球層
を0．01MPBS　pH　7．4に浮遊させ，白血球数を算定して
107ce11／m4の白血球浮遊液を作成した．
　白血球の平均回収率は67％でtrypan　blue染色による
viabilityは平均91％であった．
　浮遊白．血球を島津sonicatorで7分間超音波処理して破
砕しBeckman　Spinco　Model　F－2　ultracentrifuge　lこて
105，000g，4。C，60分間遠沈し，得られた上清をisozyme，
pl　isozymeなどの分析試料とした．
　成熱好中球の分離は，正常人供血者より，heparin採血
100m6の血L液に，0．83％NH4CI　solution　800　m君を加え，
silicone処理遠沈管にて800回転10分間遠沈，沈渣を再
度0．83％NH4C1溶液に浮遊させ再び800回転10分間遠
沈し上清を除去した19）．成熟好中球の回収率は52％と低
いが92％が成熟好中球であった．また成熟好中球の増加
している真性多血症患者よりdextran法により成熟好中
球を分離した．分離後は96％が成熟好中球であった。
5，　Disc電気泳動
　上記により得られた白血球抽出液を0．01Mphosphate
buf〔er　pH　7．4にて透析後，　Ornstein，　Davisの原土を
modifyしたDietz20）らの方法に準じ，7％acrylamide
gelによるdisc電気泳動を行い，　LDH　isozymeを検討
した．電極液は0．01Mtris　glycine　bufEer　pH　8．3を用
い，200V定電圧4。Cにて2時間泳動した．
　Ge1内LDH染色法はLatner，　Skillen21）法に準じ，
反応液（NAD，30　mg，　MTT，12　mg，　KCN，15　mg，　me－
thylphenazonium　methosulfate　O．8　mg，1Msodium　lac－
tate　15　m4，03Mtris－HCl　bu任er　pH　7．430　m4，（MTT＝
3一（4，5－dimethyl－thiazoly1）2，5diphenyltetrazoliuln　bro－
mide）をよく混和，濾過して使用）をf乍製し，37。C，30分～
1時間染色した．
　Isozymeは暗紫色の活性帯として示され，反応停止，脱
色には7％acetic　acidを用いた．
　I ozyme分画定量にはOzumor　82　densitQmeter
（Asuka）を用いた．
6．　等電点分画法
　Vesterberg，　Svenssonlo）らの原法によりLKB　8101，
120m4容：量の91ass　columnを使用して行った．
　Carrier　ampholyteはpH3～101或Ampholine（LKB，
Sweden）を最終濃度1％とし，白糖濃度勾配中で分画を
行った．column下端を陽極，上端を陰極とし，陽極液に
は50％薦糖溶液中の2％燐酸溶液を，陰極液として2％
ethylen　diamine溶液を用いた．　Electrothermostatを
使用して冷却水を還流しながら800V，4。C，48時間分画
した．
　分画終了後column下端より溶出し，2m4ず一つの分画
を集めると同時にTechnicon社製Autoanalyzerによ
り，Hochella，　Weinhouse22）らの方法をmodifyして
Fig．1のごとく且ow　diagramを作製し，　LDH活性の
自動測定を行った．
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Fig．1　Flow　diagram　for　automated　assay
　　　　of　LDH　activity．
　各分画のpHはBeckman　Expandomatic　SS－2　pH
meterにより20。Cにて測定し，蛋白濃度は島津UV　200
double　beam　spectrophotometerにより280　nmの紫外
部吸光度を求めた．
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7．A伍nity　chromatography
　白血球抽出液よりのLDH単離を0’carra，　Barry23・24）
らにならいLDHのcQmpetitive　inhibitorであるox－
amateを固相化したa岱nity　chr。matography｝こより行
った．
　担体としてSepharose　4B（Pharmacia，　Uppsala，　Swe－
den）を用い，　Sephrose　4Bとoxalateとの結合はami－
nohexyl基を介した．
Table　2Pノ砂α1『α孟∫oπρプ。記αノ’磁8
∫（ψ1露α1り584β
Sepharose　4B　50　m6十water　50　m6
（washed　under　suction
in　BUchner’s　funnel
L。，CN
　　　　　）
　　　　　　　一hexanediamine
（mixed　for　16　hours　at　4。C＞
（washed　with　water）i
amino　hexyl－sepharQse　4B
　　　　　　i
　　　　　　　←一potassium　oxalate
←一一carbodii皿ide　HCL
膿盤，∫oom　tempう
1
　　（washed　with　water）
　　　　　　　i
oxamate　linked　sepharose　4B
　Table　2にその実施方法を示したが，まず，　Cuatre－
casas25）の力法に準じSepharose　4BをCNBrにより活
性化しaminohexyl　sepharoseを1乍成した．
　Sepharose　4　B　packed　ge150　m4に等量：の蒸留水を混
和，CNBr　12，5　g（250　mg／ln6　ge1）を加えた．直ちに混和1
しながら6N　NaOHにてpHを11に調整，温度を20。C
に保った．8分間反応させた後BUchner漏斗上に移し，
冷0．1Msodium　borate　bu狂er　pH　10．0にて吸引洗浄し
た．さらに冷hexandiamine溶液（2　mM／m4　gel）pH　lo．0
50m6を加えてよく混和する．
　以上の洗浄，混和の操作は90秒以内に終了させた．活
性Sepharoseを密栓容器に移し，4。C，16時間，振盈し
ながら反応させた後，蒸留水にて洗浄した．
　Aminohexy1基の結合はsodium　2，4，6，　trinitro　ben－
zen　sulfonateによるcolor　testで確めた．
　上記により得られたaminohexyl化Sepharose　50　m6
に24．4％potassium　oxalate溶液50　m4を加え，さらに
15m6の蒸留水に溶解した1－ethy1－3一（3－dimethyla皿ino－
ropy1）carbodiimide　HCI　7。4　gを混和しながら加えた．
この間pHは1N　HC1にて7．5に補正した．
　Carbodiimide添加後，室温にて約20時間静かに振盈，
反応させた．反応終了後蒸留水にて洗浄した．
　A伍nity　chromatographyは，　LKB社製K9／150．9
mm径のcolumnを用い，6m6のbed　volumeにて行
った．
　Gel　columnは200μM　NADHを含む0．5　M　NaCl
in　O，02　M　phosphate　bu狂er　pH　6．8にて平衡化し成熟好
中球およびAML骨髄芽球抽出液（5x107　cells，5，000　mu
LDH）を重層し，上記bu任erにて溶出した．
　流速は0．5m6／min．とし，1m6ずつの分画を採取し，
LDH活性および蛋白濃度を測定した．
実験成績
1．　血清LDH活性
　Fig．2に示すように，未治療の白血病例では，骨髄性白
血病で血清LDH活性の高伯がみとめられ，とくにAML
では著明な活性上昇を示す例がみられた．一方リンパ性白
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Fig。2Serum　LDH　activities　in　patients
with　Ieukemia．
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匠11病では活性上昇は少く，CLLではほとんど正常値であ
った．骨髄性白紙茜でも，治療後，末1省幼若白血球が減少
するとともに，LDH活性はほぼ正常化する例が多いが，
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Correlation　between　serum　LDH
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再燃増悪とともに再び一ヒ昇する．骨髄性白血病例で末梢白
血球数と血清LDH活性との関係を検討したところでは，
Fig．3に示すごとく，末梢幼若白血球がある程度血清LDH
上昇に関与していることを示す成績が得られた．
2．　白血球■DH　score
　酵素組織化学的に染色した白1血L球内LDH活性をRo－
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tetrazolium　salt（Nitro　BT）は不溶性のformazanと
なって頼粒状またはビマン性に酵素活性部位に沈着する．
Fig．4（A）に穎粒球のLDH染色，　Fig．4（B）に赤芽球お
よび［血小板のLDH染色を示す．末梢血L，骨髄ともにそれ
ぞれ100個の細胞のscoreをとった．
　∫［1三常対照の白血球LDH　score（Fig．5上），白血病例の
白血球LDH　score（Fig．5下）に共通していえることは，
成熟白血1球ではscoreが低く，幼若細胞ではやや高値を示
すようになることである．また同じ成熟段階の細胞では白
血病，正常対照間に大きな差はないがやや前者に活性が強
い．AMLで骨髄芽球がほとんどを占める例では，正常例
の骨髄芽球が蜷少であるため直接比較はできないが強い活
性がみられた．リンパ球については例が少く表に示さなか
ったがALLリンパ芽球でscore　141，　CLLリンパ球で
はscore　104であった．
　Neutエal　redによる後染色ではかならずしも細胞の鑑別
が容易ではなく，scoreのとり方にもある程度主観的要素
の入る可能性は否めないが，幼若細胞ほどLDH　scoreが
高値となることは，赤芽球系，骨髄球系，リンパ球系とも
に共通してみられ，また血小板にも強い活性がみられた．
4．■DH　isozyme
　Disc電気泳動による血清LDH　isozyme　patter11をみ
るると，Fig．7に示すように正常対照および白血病例でも
血清LDH値が正常域にあるものではLDH　2＞1＞3＞4
＞5であり，LDH高値のものはLDH　3がやや増加して
いたが全体にpatternの相違は著明ではない．
　一方，白血球LDH　isozymeについては，　Fig．8のよ
うに，成熟好中球でも，CML白血球でもLDH　3，4，5の
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3．　白血球抽出液のLDH活性
　白血球一二107cell／m6　PBSの懸濁液を超音波処理して
得られた抽出液のLDH活性はFig．6に示すごとく，
AML，　CMLともに，　II三二成熟好中球に比較しやや高値で
あった．他方リンパ球系白血病では，ALL　IJンパ球，　CLL
リンパ球ともにやや低値であった．
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活性が高くM型優勢であり，AML白血球ではLDH　3
が高くLDH　5は低下する．
　CLLリンパ球LDH　isozymeでは，むしろややH
subunit優位でありLDH　2＞3＞1＞4＞5であった．また
リンパ球系白inl病でも急性リンパ性白血病細胞ではLDH
3に活性が強い・
　5．　LDH　pl　isozyme
　白血球抽出液（107cells／m6）1m6を0，01　M　phosphate
buffer　pH　7．4にて4時間透析後pH　3～10域のcarrier
ampholyteによる等電点分画をおこなった．等電点分画
施行中のLDH活性に対するpHの影響については，酸
性側とくにpH　3，8以下ではかなりの失活がみられること
が知られている26）．しかしpH　3．8～pH　10．0の範囲内で
は活性の回収は良く，p工isozymeの分析にはさしつかえ
ないものと思われる．
　リンパ球を含む正常人末梢白血球では，Fig．9に示すよ
うに6～7本のpeakが認められ，主たるpeakのplは
4．2，5．3，6．7，9．0を示した．
　正常成熟好中球のpl　isozyme　patternでは，　Fig．10
＜a＞に示すようにalkali側の活性が弓蛍く，主分画について
はpI　6．7＜9．0のpattemを示した．
　白血病例については，Fig．10（b）のように，　CML白血
球ではやはりpl　6．7＜9．0であるが，成熟好中球に比しや
や中性側活性が増加し，Fig．10（c）のようにAML骨髄
芽球となるとpI　6．5附近の中性側peakの活性増加が著
しく，一方pH　9．1のalkali側活性は減少した．
　Fig．10（b）に示したCML例でも急性転化をぎたす
と，Fig．10（d）のようにalkali側peakの減少とともに
中性側活性が増加することがあきらかであった．すなわち
．血液像の変化とともに，pl　is。zyme　patternが変化し，
幼若白．血病細胞では中性側に活性が集中し，patternが明
瞭に変化する．このことはリンパ性白血病においてもみら
れ，成熟型リンパ球が80％を占めるCLL例ではFig．10
（e）に示すごとく酸性側に活性が高く，頬粒球系白血病とは
異るpatternが得られるが，　ALLリンパ球ではFig．10
㈹に示すように中性側活性の増加がみられ，酸性側peak
はむしろ減少する．
6．　白血球LDHの単離
　等電点分画法による酵素の分画は良好であるが爽雑蛋白
の泳動patternへの影響をかならずしも否定できない．
そこで白．血球LDHを単離し，粗出液内LDHとの異同
をLDH　pl　isozyme　pattemおよび酵素化学的性質の面
で対比するためa蚤nity　chromatographyをおこなった．
　Fig．11に正常好中球LDHのelut量on　patternを示
す．ほぼcolumn　volumeで溶出される蛋白には，　LDH
活性が認められずelution　buHerよりNADHを除くこ
とによりLDHが溶出される．
　LDH活性の回収率はほぼ98％と高く，従来の単離法に
比し，簡便性，回収率の面で最も優れた方法といえる．
　正常成熟好中球LDH溶出者分画のLDH　isozymeは
disc電気泳動分析の結果では，　Fig．11（b）に示すごとく
fraction　CにはLDH　5，4が含まれ，　fraction　Dでは
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Isoelectrofocusing　Pattern　of　Fraction
DonFig．11（a）．
LDH　4－2，　fraction　EにはLDH　4－1がみられた．すな
わちHsubunit　typeが後に溶出され，　oxamate　ge1に
対しより強いa伍nityを持つことが推察された．　LDH活
性を有する分画を集めcollodione　bagにて濃縮後，その
一部を等電点分画にて分画すると，Fig．12に示すごと
く，粗抽出液を用いた時とほぼ同様のpatternが得られ，
等電点分画の分離patternの上で爽雑蛋白の影響は少い
ものと推定された．
　LDH　2－4が主である分画Dの等電点分画では，中性側
に活性が集中し，中性側peakの形成にはhybrid　type
LDHが主体をなしているといえよう．
　またpI　6．5　isozymeおよびpl　9，0　isozymeのMic。
haelis定数を決定する目的で，粗抽出液3m6（約3，000
mu）を等電点分画後，それぞれのfractlonをa缶nity
chromatographyにかけ，爽雑蛋白およびAmpholine
の除去を試みた．Fig．14（a），（b）にそれぞれの溶出pattern
辱。 20 30
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Fig．14（b）Isolation　of　LDH　from　carrier　am－
　　　　　　pholite　by　af丑nity　chrQmatography．
　　　　　　pl　6．5　isozyme　of　AML　myeloblasts
　　　　　　was　puri丘ed．
を示すが，溶出後の分画をFolin－Lowry法により蛋白定
量すると，非酵素蛋白はLDH活性分画より除かれ，
Ampholineも非酵素蛋白とともにcolumn　volumeに溶
出した，
　活性分画をcollodione　bagにて濃縮後，各種濃度
pyruvate溶液における活性を測定し，　Kmを求めた．各
種濃度pyruvate（Na塩）0．2　m6に51nM　NADH　O．1
m6，0．05　M　phosphatebuHer　pH　7．5，3，6　m6，溶出酵素
液0．1m6を加え，計4m6の系で活性を測定し，基質親
和性（apparent　Km）を求めた．　Fig．15（a），（b），　pl　6．7
isozymeのKmは成熟好中球で25×10　4　Mであり，
AML骨髄芽球pI　65　isozymeのKmは，2，0×10一4
Mであった．また成熟好中球におけるpI　9．O　isozymeの
Kmは4．2×10－4Mであった．
　以上の条件におけるpyruvateに対するKmをみたか
ぎりでは，成熟好中球とAML骨髄芽球の中性側peakを
形成するisozymeに大きな差はなかった．
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総括および考按
　LDHは1954年Hill，　Levi1）らが悪性腫瘍患者血清
に高率に増加していることを報告し，1959年Markert，
M611er27）らによりisozymeの概念が導入されて以来，臨
床的，生化学的に最も精力的な．研究の対象となった酵素で
ある．
　白血病患者の血清LDH活性上昇に関しては，　Zimmer－
man3），　Biermanヲ8）等，多数の報告があり，臨床的意義を
ある程度認められている．
　著者の検索した白血病例でも，特に骨髄性白血病で，無
治療期すなわち白血L病細胞が蜻沖に多く出現している時期
に血清LDHの著明な上昇が認められた．また骨髄性白血
病に限ってみると末梢白血球数とLDH総活性間にはある
程度の正の相関があり，血清LDH活性の上昇は白血球由
来であることをうかがわせる．白血病における血清LDH
活性上昇の機序について，滝川33），神谷らは34・35），末梢血
白血病細胞数の他に，幼若白血病細胞の膜透過性充進によ
る酵素逸脱度の増加，白血球内酵素含有量などが関与する
と述べている．すなわち白血病細胞内LDHが主として血
清LDHに反映し，また治療により白血病細胞が破壊され
ると一時的に血清LDHの上昇がみられることもこれを支
持している．ただ，血清LDHが上昇している白血病例で
も，血清のLDH　isozyme　patternと白血球のそれとの
間には解離がみられるが，BQyd36）が報告したごとく，血
中ではM型LDHが不安定でclearanceが速いため，血
清LDH　isozymeは比較的H型優勢となる結果解離が起
るものと推定されている．
　また白血病細胞がfunctioning　tumorのごとくLDH
を異常産生して血清LDHが上昇するという可能性は，同
じ成熟段階の細胞では正常白血球とLDH　scoreの上で大
きな差がないことから否定される．
　白血病細胞では正常成熟白血球に比較し，LDH活性が
低いとのDioguardi5）らの報告がある．しかし組織化学的
にみた細胞内LDHは，同じ成熟段階の細胞間では正常白
血球と白血病細胞の間に著しい差をみとめなかったが，両
者において幼若なほどLDH　scoreが高いこと，白血球抽
出液でもAML細胞ではLDH活性がやや高値であるこ
とより，むしろ幼若白血球ではLDH活性が高いものと推
察される。
　樋上，神谷ら37）は，AML細胞ではLDH活性高値の
もの低値のものとまちまちであり，CHL細胞では若干高
値であるとしている．
　これらの差異が生ずる理由は明らかでないがその一つ
は，白血球抽出法，白血球破砕法の違いにあるのかもしれ
ない．幼若白血球の膜の透過性充進により酵素が逸脱しや
すい状態にあるならば，白血球の洗浄は最小限にとどめる
べきである．また白血球の破砕法として本実験では超音波
を用いたがDioguardi5）らは凍結融解後超音波処理を，滝
川33＞，神谷ら34）はhomogenizerを用いて抽出液を得て
いる．
　1」ンパ三内LDH活性は穎粒球系細胞より低値を示す
が，幼若リンパ球は明らかに成熟リンパ球より高値であ
った．
　Cell　maturationにおける細胞内LDH活性変化につ
いてStuart38～49）らは，非固定白血球を酵素染色しmicro－
densito皿etryに．より定量：しているが，七三球，リンパ球1
いずれも幼若白血球ではLDH高値であり，PHAにより
blast化したりンパ球でも活性が増加すると述べ，さらに
mitochondria内脱水素酵素をも同様に定量しても，活性
増加を認めないことから，白血病細胞とくにリンパ芽球で
はmitochondria内respiratory　pathwayへのhydro－
gen　transp・rtが障害され，　NADH2のNADへの酸化
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はpyruvateから1actateへの経路によっておこなわれ，
LDHが上昇する結果となると推測している．古くWar－
burg41）は癌組織では乳酸生成率が高く酸素消費量が低下
していると指摘し，Field42），　Roth43）らは，急性白血病にお
いても1actateが過剰産生されるためにlactaic　acidosis
の状態にあることを報告している．
　逆にもし白血病細胞がこのような代謝状態にあるなら
ば，LDHの上昇をともなうことが予測されることにな
る．成熟好中球では元来解糖が盛んで呼吸が低いため乳酸
生成へと代謝が傾いていてLDH含量はリンパ球よりも高
いことから白血病細胞との差はあまり著しくないものと推
定される．
　さてこのような白血病細胞における総LDH活性の変動
は質的にisozyme組成の上でどのように反映されている
のであろうか．
　今回の分析結果すなわち白血球LDH　zym・gramでは，
成熟好中球，CML白血球でLDH　3，4，5が高くM型優
性であることについては成熟好中球での嫌気性解糖冗進に
よるもので，嫌気的条件ではM型isozymeが優勢である
ことを明らかにしたFine44）らの説と矛盾しない．
　CLLリンパ球では，　LDH　2，3が高くややH型優勢と
考えられるが，AML，　ALLではLDH　3が主なpeakで
あった．Dioguardi19），　Starkweather8）らは正常人成熟好
中球ではLDH　5＞4＞3＞2＞1であるといい，　M型優勢と
いう点では著者の成績と一致する．しかしStarkweather8）
はリンパ球でも好中球と同一のpatternを示すと報告し，
三輪ら31）は成熟リンパ球ではLDH　3にpeakがあると
報告している．また急性白血病ではHi1145♪はLDH　3が
100％であるといい，Dioguardi5）はLDH　5の減少と
LDH　3，2，1の増加を認めている．このように従来の電気
泳動法による分析では必ずしも一致をみないが，幼若白血
病細胞ではLDH　3が増加するという報告が多く，発生母
組織の如何にかかわらず腫瘍組織にはLDH　3が増加する
としたStarkweather46）らの報告が白血病細胞においても
よく一致する．
　等電点分画法によるisozymeの分離は，　Criss47）による
pyruvate　kinase，　Susor48）らによるaldolase，　Latner，
Parson4g」らによるalkaline　phosphataseについての報
告などがあり，いずれも通常の電気泳動によるisozyme
patternに比し多くの分画がみられると報告している．
　LDHについてはDale，　Latner1Dらがgel　focusing
により多数の活性帯がみられることを報告しているのを始
め，Chamoles，　Karcher50），　Weller12）らの報告がある．
いずれも従来の方法に比しより細かなheterogeneityが
存在することを認めており，至適pH外での失活を考慮に
入れさえずれば，等電点分画法の酵素分析への有用性は疑
う余地がない．
　白血球LDHの等電点分画法による分離patternは，
成熟好中球ではpl　9．0＞6．7＞53とアルカリ側LDH活性
が高い．CML細胞ではややpl　6．5附近の活性が増加し，
AML骨髄芽球ではpl　6．5のisozyme活性がさらに増
高し，逆にpl　9．0のisozyme活性が減少するのが特徴
である．
　CMLでも急性転化するとAMLのpatternへの移行
がみられた．
　ALLリンパ芽球でも，　CLLとは異るblastic　pattern
ともいうべき中性側活性の増加をみとめ，幼若白血病細
胞では血球のoriginにかかわらず，中性側活性の増加，
およびpatternの単純化という点で類似するものと思わ
れた．
　すでに福川，片1」」らは13・14，51・52），癌患者血清，腫瘍紺陣
中のLDH　pl　isozyme　patternではpl　6．5附近の中性
側isozymeが増加し，さらに，ラット3’一Me　DAB［1・1＝
癌，胎児組織でも中性側isozymeの増加が特徴的である
と報告している．白血病細胞でも，骨髄性，リンパ性の病
型の相違にかかわらず，未分化な細胞ほど中性側pl　iso－
zyme活性が高く，反面，成熟型細胞に特徴的な，酸性側，ア
ルカ1J側の活性が消失あるいは減少することは，　Knox53）
らのいうfetalismの現象が白血病細胞にもあてはまるこ
とを推測させるものである．
　等電点分画法による酵素の泳動patternに爽雑蛋白の
影響はかならずしも否定できず，できFれば単離した酵素に
つき分析することが望ましい．LDHの単離については，
従来Sephadex　gelやDEAE　celluloseなどのchroma－
tographyを組み合わせた分離法により試みられてきた
が，かならずしも収量の上で満足できるものではない．
0’carra23）らは1973年，　LDHのsubstrate　analogueで
ありinhibitorであるoxamateを固相化することにより
LDHを単離するa伍nity　chromatographyを報告した．
　LDHのa伍nity　chromatography財こは他に，　AMPを
固相化した方法があるが，substrate　analogueを固相化
する方がよりspeci丘。であると思われる．本法による白
血球抽出液よりのLDHの単離を試みたが，優れた収量を
得ることがでぎ，活性収量は90％以上であった．
　成熟好中球，骨髄芽球のLDHについては溶出pattern
に基本的な相違はみられなかった．ただ，溶出各分画の
isozyme　patternの検索では，溶出液よりNADHを除
くことにより，M型LDHが先に溶出し，　H型LDHが
これより遅れて溶出する．これは，M型，　H型isozyme
のoxamateに対するa伍nityの差，換言すれば解離定数
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の差に基づくものと思われる．また単離したLDHの等電
点分画をおこない粗抽出液のpatternと比較すると，やや
alkali側のpl　lsozymeの失活がみられるが基本的pat－
ternには差がみられなかった．すなわちpl　isozyme分
析上，粗抽出液に混在する非酵素蛋白は等電点分画pat－
ter血にはほとんど影響をおよぼさないことを確め得た．
　成熟好中球LDHをa笛nity　chromatQgraphyをこより
単離し，LDH　2，3，4のhybrid　typeを多く含む分画の
等電点分画を行ったところでは，中性側に活性は集中し，
一見AML骨髄芽球のpatternに類似してくる．他方pI
6．5附近のpeakを形成するisozymeも，　disc泳動上は
LDH　4を主とするhybrid　type　LDHを含むものであ
り，等電点分画上の中性側活性の増加は，disc泳動上みと
められたLDH　3，4の増加に対応したものと考えられる．
　Starkweather46）らは癌組織ではすべてLDH　3が増加
し，癌組織と正常組織のLDH　3では，　Michaelis定数
が相違すると報告している．
　成熟好中球およびAML骨髄芽球のpl　6．5附近のiso－
zymeをa伍nity　chromatographyセこより単離するとと
もにcarrier　ampholyteを除き，　Michaelis定数を測定
したところわずかの差を認、めるに留まった．
　しかしながらpl　isozyme　patternの上では，幼若白血
病細胞では一様にpl　6．5附近の活性増加を認め成熟型白
血球固有のpl　isozyme　patternは失われている．この
機序についてはいくつかの可能性が考えられる．その一つ
は，variant　LDHの出現である．白血病におけるvariant
LDHについては1965年Vesse156）がHsubunit　variant
を有する600人用黒人うち一人にCLLの患者を見，また
LDH　1，2が正常よりも速く泳動するリンパ肉腫の患者を
報告している．これらはすべてgenetic　variantであり
1血清にもあらわれ，またすべての急白性血病に出現すると
は考え難い．さらに本研究での症例では電気泳動上易動度
の上で差がみられていないので否定される．
　次に，M4　LDHすなわちLDH　5には等電点分画上
heterogeneityが存在することが知られておることから12），
M4型isozymeのheterogeneityによりこのようなpat－
ternの変化がおきることも考えられよう．しかし，　M4型
isozymeの少いリンパ性白血病でも，急性型で中性側活
性の増化がみられること，pl　65　iSQzymeのK【nはM4
isozyme（LDH　5）のKmに一致せず，この可能性もうす
いと考えられる，
　最後に中性側活性の増加はLDH　4を主とするhybrid
type　LDHの増加によるものと考えられ，この活性増加は
悪性腫瘍組織に共通のものであることから，中原，杉村5η
のいうdisdiHerentlatlonまたは須田58♪らのいうdedif一
ferentiationといったmechanismにより臓器特有の
patternを失い，幼若型とでもいうべきpattemを呈する
ものと考えることも可能である．
　同じ解糖系酵素であるaldolaseについても筋肉型iso－
zymeの増加が白血病細胞でみられ59），　electrofocusing
によるものでは，Criss47）がMorris　hepatolna　9633（高
分化型）とNQviko任肝癌（低分化型）の両者に肝と骨格
筋のいずれにもない新しい型のpyruvate　kinaseが出現
することを報告している．
　Fishman60）によりまとめられたごとく癌における胎児
型酵素の出現はaldolase，　pyruvate　kinase，　Regan　iso－
zymeを始め，次第に普遍化の傾向がみとめられている5
LDH　pI　6．5　isozymeがcarcinoembryonic　enzymeと
しての性格を有することについては，既に片山がラット
肝52）｝こおける3’Me　DAB肝癌発生過程において，肝の
LDH等電点分画所見で確認報告しているところであり，
白血病においても，細胞の幼若化に伴い同一現象がみとめ
られたことは極めて興味深い．
結 論
　白血病細胞におけるLDHの変動を細胞酵素組織化学的
方法，isozyme，　pl　isozymeの面から検討し，以下の結
論をえた．
　1）白血病とくに骨髄性白血病では，治療前血清LDH
が高値であり，治療による末梢白血球数が低下するととも
にLDH活性も低下した．
　2）酵素組織化学的方法による白血球LDH　scoreは，
穎粒球系細胞ではリンパ球よりも高値であり，さらに幼若
細胞ほどLDH　scoreは高く，成熟にしたがい低下する傾
向が認められた．
　3）白血球抽出液LDH活性は，　AML，　GML細胞で
正常成熟好中球より高く，リンパ性白血病細胞では低値で
あった．
　4）白血病における血清LDH　isozyme　patternと白
血球LDH圭sozyme　patternとの間にはずれがみられ，
血清ではpatternの変化は乏しいのに対し，白血球では，
骨髄球系では，M型優位であり，リンパ球系ではH型優
位であった．しかし，急性白血病ではともにLDH　3に高
活性を認めた．
　5）白血球LDH　pl　isozymeは鮮明な分離i　pattern
を示し，成熟好中球では主たるpeakのpIは4．2，5．3，
6．7，9．0であり，アルカリ側pl　isozymeが優位である．
これに対しリンパ球では酸性側pI　isozymeが優i位であ
りpatternの相違がみられる．しかし，急性白血病の骨
髄芽球，　リンパ芽球ではともに中性側に活性が集中し，
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patternの単純化がみ．られる．
　　6）白血球LDHをa缶nity　chromatographyケこより
．単離し，粗抽出液LDHの等電点分画pa．ttemとの比較
を行った結果，基本的patternの相違はみられなかった．
　　7）等電点分画上の中性側LDH　pl　isozymeをa品nity
chromatographyにより単離し，そのKmを測定した．
AML骨髄芽球ではKmは2．0×10－4M，成熟．好中球で
は2．5×1r4Mであった．
　　以上から，幼若白血病細胞ではLDH高値で，　LDH
isozyme，　pI　isozymeの上で特徴的なpatternを有し，
とくにpl　isozy皿eでは中性側活性の増加および他の活性
peakの減少という明瞭な酵素偏碕を示し，中性側pI　iso－
zymeのcarcino－embryonic　isozymeとしての性格を示
唆するものと考えられた．
　稿を終るにあたり，ご助言いただいた癌研内科福田守道
助教援，片山吏司博士，他，教室員各位に感謝いたします．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和50．5．2受理）
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